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【研究成果】
＜サマリー＞
家族性アミロイドポリニューロパチー(EAP)はトランスサイレチン(rTR)の遺伝子変異が原因となっ
て起こる予後不良の遺伝性疾患である｡ＴＴＲが主として肝臓で産生されることから肝移植が行われるよ
うになったが、いくつかの問題点がある。ＴＩＲは血中を４量体で挙動するが、遺伝子変異が起こると立
体構造が変化し､４量体が不安定となりアミロイド形成が進む。これに対しＣｆ+はＴＩＲの４量体を安定
化させ、invitroでのアミロイド形成を抑制する。ＢＳＢはinvitro,invivo両面で、様々なアミロイドーシ
スの組織沈着アミロイドを検出する有用な試薬であるが、アミロイド自体に強く結合することから、治
療薬としての可能性も期待される｡Singlestlm1dedoligonucleotides(SSOs)はアテロコラーゲンに抱埋する
と、核に取り込まれることから、ＦＡＰの遺伝子治療薬としても有望である。ＴＴＲのcripticepitopeに対
する抗体を誘導するため、ＡｒＴＲＹ７８Ｐをアミロイド沈着をきたしたトランスジエニックマウスに免疫
したところ、抗体が誘導され、アミロイド沈着が有意に減少した。これらの治療法は、肝移植に変わる
治療戦略として期待される。
＜はじめに＞
、近年の蛋白の構造や機能を解析する分子生物学的手法の進歩によいアミロイドーシスをおこす原因
蛋白が次々に明らかにされてきているが、いずれのアミロイドーシスにおいても、アミロイド沈着のメ
カニズムは未だに不明な点が多く、このため治療は臨床応用の段階には至っていない。
家族性アミロイドポリニュロパチー⑩AP）は、トランスサイレチン（TTR)、ＡｐｏＡＩ、ゲルソリンな
どの点変異や欠失が原因となって起こる遺伝性の全身性アミロイドーシスである。このなかでＴＩＲの
遺伝的な変異によっておこるＦＡＰは、中枢神経を除く全身組織、特に末梢神経、自律神経系、心臓、腎
臓、消化管、眼などにアミロイド沈着を来たす常染色体優性の予後不良の疾患である。本症では、Ｔｍ
遺伝子の100種類以上の点変異や欠失により、異なる臨床症状を呈するタイプが明らかにされ、世界的
な広がりを持つ疾患単位であることも解ってきた。本タイプのFAPの中では、ＴＩＲの30番目のパリン
がメチオニンに変異したRAPArTRVal30Metの患者数が最も多い。血中の異型ＴＴＲのほとんどが肝臓
で産生されることから、正常の肝臓と置換する肝移植治療が広く行われるようになってきたが、問題点
も少なくない。したがって、幅広い創薬に関する知識を応用したユニークな治療戦略が必要である。以
下に我々の新たな視点からのFAPの治療研究を紹介する。
ACr3+のアミロイド形成抑制作用
ＦＡＰＡＩＴＲＶ３０Ｍの発症年齢は、地域により違いが見られるが、このような差は、本症の発症に環境
因子が関与していることを示唆する。そこで我々は食事等から摂取することができるCr3＋に注目した。
Cr3+のＴＩＲのアミロイド形成に対する作用を調べたところ、Cr3+は，４量体としてのＴＴＲの構造を安定
化し、アミロイド線維の形成を抑制することがわかった（図１)。その作用部位はＴ４の結合部位近傍の
５４番目のグルタミン酸であり,Ｔ４との相乗効果によりアミロイド形成を抑制することも判明した。こ
の部位をリジンに変異させたArTRG1u541ysではこれらの作用は全く認められなかった。Cr3+は食物に
多く含まれているだけでなく、ダイエット食品としても購入できる安全性が極めて高い生体必須微量元
素であり、終生服用できる有効な予防薬として有望である可能性がある。１年に渡るトランスジェニッ
クラツトＡＩＴＲＶ３０Ｍに対する投与実験では優位な抑制効果は確認できなかった。
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Met30-TTR
Ｂアミロイドーシスの新たな診断法および診断試薬の開発
Ｃｏｎｇｏｒｅｄ誘導体であるＢＳＢに着目し、ＰＡＰを含む全身性アミロイドーシスの組織診断・治療薬と
しての有用性を検討した。またＢＳＢはlipophilicであり、その構造にベンジジン構造を持たないことか
ら、発癌』性などの問題性が少なく、シンチグラフィ－などでの使用も可能であると考えられる。解析の
結果、本剤はＦＡＰを含む検討した全ての全身性アミロイドーシスの組織において、組織沈着アミロイ
ドをCongored染色よりもより鋭敏に検出できた。Quartzcrystalmicrobalanceを用い、治療薬としての
有用性を検討した研究では、ＢＳＢはＴＴＲ蛋白自体とは親和性を示さなかったが、ＦＡＰ患者から抽出し
たアミロイドとは強い親和性を示した。そこで本剤がアミロイド表面をマスクし、その形成に阻止的に
働く可能性を検討するため、ＴＴＲを酸'性条件下でインキュベーションし、アミロイド形成実験を行っ
たところ、ＢＳＢを添加した系では、有意にアミロイド形成が抑制されることが判明した（図２)。更に
投与法の検討やく本剤の誘導体の開発により治療薬として有用となる可能性も考えられる。
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ＣFAPの遺伝子治療
ＴｒＲの主な産生臓器である肝臓、および網膜の異型ＴＩＲ遺伝子を正常化する遺伝子治療研究も行っ
てきた。正常ＴＩＲ遺伝子を組み込み、ＢＮＡ化したoligonucleotideを混合したSSOsをHepG2細胞の培
養に添加すると、２７％のＴＩＲ遺伝子が組み変わることが判明した。さらにSSOsをFAPのトランスジ
エニックマウスの肝臓に注入したところ、約８％の遺伝子組み換えが認められた（図３)。また家兎に
おいて同様の方法で網膜のＴＴＲ遺伝子の組み換えも検討したところ、有意な組み換えが起こることも
判明した。
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、FAPの抗体治療
ＥＡＰのアミロイド沈着機構に関しては、ＡｒＴＲのcrypticepitopeが立体構造の変化に伴い、分子表面
に露出することがアミロイド形成過程に重要な役割を果たしていることが明らかとなってきた。したが
って、ＴＩＲの代謝動態に影響を与えずFAP患者に異型ＴＴＲのcrypticepitopeのみを認識する抗体を惹
起させることができれば、アミロイド沈着を阻止することが可能であると考えた。そこでアミロイド形
成過程で生じるcrypticepitopeを可溶な状態でも露出するように設計した人工的な点変異ＴＴＲである
ATTRY78Pを作成し、これをトランスジェニックマウスＡｒＴＲＶ３０Ｍに免疫し、組織のアミロイド沈
着への影響を検討した。トランスジェニックマウスヘのＡＴＴＲＹ７８Ｐ投与による免疫では、PBSやAITR
v30Mの投与より有意に高いATTRV30Mに対する抗体価を惹起することができた。PBSやArlRv30M
を投与したマウス群では、有意なＴＩＲの沈着が消化管に認められたが、ＡＩＴＲＹ７８Ｐで免疫したすべて
のマウス群では、ＴｒＲの沈着が著明に減少していた。また、すでにＴＴＲ沈着が存在する生後１８ケ月の
マウス群においても、ＴＩＲ沈着の軽減が認められた。免疫組織学的解析においては、ＡＴＩＲＹ７８Ｐで免
疫したマウス群では、ＴＩＲが沈着していたと考えられる部位にMac－１陽'性細胞の浸潤と多数のＣＤ4５
図４
トランスジェﾆｯｸﾗｯﾄにおける消化管(結腸)筋層のTTR沈着量
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陽性細胞を含むリンパ節の増生を認めた。ＴＴＲ産生臓器である、肝臓や膵臓、脈絡叢には、種々の細胞
浸潤は認められなかった。以上より、ＡＩＴＲＹ７８Ｐによって惹起された抗体は組織沈着アミロイドに特
異的なepitopeを認識するものと考えられた。さらにアミロイドとのみ反応するTTR115-124フラグメン
ト抗体を作成し、トランスジェニックラットＡＩＴＲＶ３０Ｍの腹腔に投与したところ、ＴＩＲ沈着が有意に
抑制されることが判明した（図４)。
Ｄ､考察
肝移植によらない４種の新規治療法を考案し、その可能性を追求した。Cr3+はmvitroでは４量体の
安定化作用を示し、アミロイド形成能を抑制したが、invivoの実験では有意なアミロイド抑制効果は認
められていない。４量体の安定化作用は認められているため、NSAIDs誘導体との併用なども含め、治
療薬としての可能性をさらに検討していきたい。
BSB/ＦＳＢはinvitroでのアミロイド形成抑制効果が認められているため、さらに毒性試験などを行っ
て生きたい。またアミロイドーシスのrealtimeの診断に向けて、現在ＰＥＴの開発に向けて取り組んで
いる。
遺伝子治療では、アテロコラーゲン包埋SSOsが有用席を示したため、さらにアテロコラーゲンを用
い、異型ＴＩＲ遺伝子の発現のみを抑制するsiRNAや、異型ＴＴＲ遺伝子のみを抑制するＤＮＡエンザイ
ムを細胞内で発現させるベクターを開発し、現在mvitro、mvivoの系で高い異型ＴＩＲ遺伝子の発現抑
制をあげるための検討を行って行きたい。
抗体治療は、現在最も実用化の可能性の高いプロジェクトであると考えられる。さらにＴＩＲフラグ
メントによる免疫、およびその抗体による有効性を確認中である。
＜結論＞
肝移植は全身症状の進行を阻止する有用な治療法であるが､眼や髄膜のアミロイド沈着は阻止できな
いため、他の治療法の開発が不可欠である。Cr3+は、ＦＡＰの進行を遅延させる有効な治療薬の－つとな
りうる。ＢＳＢはＨＵＬＰ以外の全身性アミロイドーシスの診断薬として有用であるばかりでなく、治療薬
としての可能`性も示唆された。ＥＡＰの遺伝子治療としてはＳＳＯｓが最も有望であるが、更なるdrug
delivelysystemの開発が必要である。ＨＡＰの免疫療法は、すでにアミロイド沈着を来たした患者の治療
としても有望である可能性が高い（図５)。
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2．
植田光晴、安東由喜雄
実験的ＡＡアミロイドーシスにおけるFK506投与の遺伝子発現に及ぼす影響
第５１回日本リウマチ学会総会・学術集会、横浜、２００７
3．
植田光晴、孟薇、大林光念、堀端洋子、安東由喜雄
実験的ＡＡアミロイドーシスにおけるFK506のアミロイド抑制効果とＴ細胞の関与
第３５回日本臨床免疫学会総会、大阪、２００７
安東由喜雄他
網膜光凝固術による家族性アミロイドポリニューロパチーの眼症状進行抑制の可能性
第48回日本神経学会総会、名古屋、２００７
4．
5．
安東由喜雄6．
トランスサイレチン型アミロイドーシスの病態解析と治療
第54回日本臨床検査医学会学術集会、大阪、２００７
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